








































For  over  half  a  century,  laser  technology  has  undergone  a  technological  revolution.  These 
technologies, particularly semiconductor  lasers, are employed  in a myriad of fields. Optical medical 
diagnostics, one of the emerging areas of laser application, are on the forefront of application around 






will  further  consider  the  advancement  and  integration  of  several  complimentary  biophotonic 




delivering  consistent,  reliable  and  meaningful  diagnostic  information,  which  can  ultimately  be 
employed for the early diagnosis of disease conditions in individuals from around the world.   
























technology applied  in biomedicine, particularly  in distinguishing pathologies/normality and  further 
diagnostics. One main application area for these optical techniques are CVD and cancer diagnostics. 








techniques  displaying  these  advantages  have  demonstrated  huge  success  within  clinical 
diagnostics[6].  The  full non‐invasiveness of  the optical  scanning  techniques  include,  among other 
approaches,  well  known  confocal  ophthalmoscopy[7]  and  optical  coherent  tomography[8]  to 
investigate  internal  tissue microstructure  at  a  spatial  resolution  of  10‐15  µm without  significant 
damage (depth of 2 mm), and Doppler flowmetry for monitoring cardio‐vascular physiological rhythms 
and blood microcirculation[9]. Tissue oximetry together with laser Doppler flowmetry (including the 
cerebral  vascular  system)[10] work  in  real  time,  allowing  for  the  study  of  physiological  rhythms, 
dynamic processes in microcirculatory systems and oxygen transport in tissues under various function 
stress  tests  –  occlusion,  temperature,  pharmacological,  etc.  The  unique  capability  of  in  vivo 
fluorescence spectroscopy to register and analyse many lifelong maintained endogenous fluorescent 








sources and  their major  limitations, before covering photonics based  techniques  for early  tumour 
detection and staging, assessing their diagnostic accuracy for flat and precancerous changes[14].  
We will consider the advancement and integration of biophotonic technologies in multimodal devices, 





associated with  the various manifestations of biological objects with  light  interaction. The unique 
properties of the laser beam opened opportunities of its application. Figure 1 shows the classification 
of  the basic principles on  laser use  in various  fields of  surgery,  therapy and diagnosis,  taking  into 
account the specified process group, there are three types of effects: 
1.  Photodestructive  effect  impact,  in  which  the  thermal,  hydrodynamic  and  photochemical 
effects of light cause tissue destruction. This kind of interaction may be observed in laser surgery. 







Figure  1.  Basic  principles  on  laser  use.  The  coloured  circles  designate 
interactions between tissue and  light resulting  in structural changes. The area 
below  these  circles  indicates  the  optimal  area  for  developing  diagnostics 




light  energy,  time  of  exposure  to  biological  tissue.  From  the  point  of  view  of  physical method 
application research, the area of low intensity light presents itself as one of greatest interest. Some of 
the most sensitive physical methods can be employed with the help of low intensity light, as they do 
not  require a  strong  light output and,  therefore, due  to  the homeostasis of  living matter, do not 
introduce distortion to the measurement results even at a local level[17]. 
Considering  the  above,  it  is  important  to  understand  the  basis  of  laser  radiation  application  in 
biomedicine.  It  relies  on  the  fact  that  all  organic  macromolecules  (proteins,  nucleic  acids  and 
polysaccharides), all the basic elements of blood, most lipids and amino acids, nucleotides along with 
their precursors and other biochemical components of cells exhibit characteristic spectra of optical 
absorption,  reflection,  scattering and  luminescence. These  spectra differ  for oxidised and  reduced 
states of molecular  components, with  the  ratio of  the various  forms and  concentrations of  these 
components within the investigated area determined by the overall functional activity of numerous 
cell  structures and organelles,  including erythrocytes  (red blood  cells). Considering  that biological 
tissues  are  an  optically  non‐uniform  absorbing media,  spatial morphology  (in  particular  the  cell 




light  can  interact with  biological  objects  in  numerous ways. A  portion  of  the  optical  radiation  is 
reflected while others may also be passed through the various layers of biological tissue.  
Fundamentally,  light‐tissue  interactions  are  processes  of  elastic  scattering  (single  scattering  and 
diffuse  scattering),  absorption,  fluorescence,  and  Raman  scattering[18,19].  Figure  2  illustrates  an 
incident ray that is transmitted into the bio‐tissue. By measuring Doppler shift, backscattering light, 













tissue, with  an  intensity  sufficient  for  clinically  significant  photobiochemical  and  thermodynamic 
effects, depends on the presence and concentration ratio of the three major photochromes (water, 











discussed  further  in  the  review.  These  endogenous  molecules,  upon  excitation  by  a  specific 
wavelength, will re‐emit the light as fluorescence at a longer wavelength[26]. 
Thus, with  the  aid  of  low  intensity  laser  radiation,  easily  and  cheaply  provided  by  continuously 
developing laser diodes and LEDs, it is possible to investigate the processes occurring in living objects 



















methods  are  promising  for  diagnosis,  localisation  and  treatment  of  malignant  neoplasms, 
photodynamic  therapy  of  various  diseases, mammography  and  imaging  of  the  skin  and  internal 
organs[5]. Transscleral photocoagulation of tissues in the eyeball (ciliary body, retina, etc.) is widely 
used  in ophthalmology for the treatment of glaucoma, retinal detachment and other diseases[41]. 


















depth  is possible because of  the reduced scattering at  these wavelengths[46–48]. Furthermore,  in 
these techniques, the nonlinearly excited fluorescence is confined to a point around the focal volume 






as  Second‐Harmonic  Generation  (SHG)  and  Third‐Harmonic  Generation  (THG).  This  gives  the 
possibility of providing  label free  (minimally  invasive) contrast generation. SHG can be observed  in 
well‐defined  and  highly  arranged  non‐centrosymmetric  structures  such  as  collagen,  muscle  and 
microtubules[51] whereas THG is observed when the focused ultra‐short beam finds an interface. THG 







reconstruct structural  images, with the  latter measuring sound rather than  light. The resulting OCT 
image is a two‐dimensional representation of the optical reflection within a tissue sample. The method 
allows for real time tissue imaging. OCT is employed for investigation of thin layers of skin, as well as 
mucous membranes of  the  eyes  and dental  tissues.  It  allows  the  study of blood  vessel  structure 
without  removing  or  excising  tissue  samples.  Thus,  OCT  has  become  a well‐established  tool  for 
biomedical research and clinical diagnostics[60]. It is further utilised in many other fields of medical 









spectroscopic  techniques.  It  is sensitive  to  the changes  in  the physical properties of  tissue such as 
nuclear size, density and changes in the nucleus. Predominately, ESS provides information about the 
morphology and absorption of  the  stroma. A physically based mathematical model  to extract  the 
haemoglobin  concentration, oxygen  saturation, average diameter, and density of  scatters may be 
employed to analyse ESS. These physical parameters have been actively used non‐invasively and  in 
real‐time to distinguish dysplasia (early cancerous or precancerous state)[70]. 





from  which  the  photon  was  Raman‐scattered.  Raman  shift  effect  provides  information  about 
vibrational,  rotational  and  other  low  frequency  transitions  in  molecules.  Several  studies  have 
investigated  the utility of Raman  spectroscopy  in diagnosing cancer and CVD diseases[72–74]. For 
example, some of these studies have focused on the examination of ex vivo tissues (biopsy studies) 
due to the lack of Raman probe availability. After showing the relevance of examining biopsied tissues, 






molecules.  The motion  of  an  erythrocyte  within  the microcirculatory  system  imparts  a  Doppler 
frequency shift on the photons being scattered. As a result, a range of Doppler shifts is obtained due 
to  the  orientation  of microvessels  in  living  tissue  and  the  continuous  stream  of  erythrocytes.  A 
photodetector ultimately registers the scattered radiation.  This allows for a continuous measurement 
of  tissue  perfusion  based  on  the  Doppler  shifted  and  non‐shifted  photons  registered  by  the 
photodetector. Due to these principles, LDF suffers from oversensitivity to motion and a reliance on 
arbitrary  “perfusion  units”,  limiting  clinical  use.  However,  especially  in  conjunction  with  other 
techniques  such  as  tissue  oximetry,  LDF  has  been  successfully  employed  for  physiological 
research[79,80],  cancer  research[81–83],  plastic  surgery[84],  clinical  perfusion  monitoring  in 
Raynaud’s syndrome and diabetes and many other tissue and organ investigations[85]. 




technique  measures  microvascular  systems  containing  varying  levels  of  both  oxygenated  and 
deoxygenated haemoglobin[79],  each of which has unique  absorption  characteristics detected by 
green (530 nm) and red (635 nm) wavelength ranges respectively. While still not clinically widespread, 
this  technique  is  commonly  found  in  research  environments.  Furthermore,  as  stated  above,  in 
conjunction with LDF and other optical methodologies, tissue oximetry is a powerful tool capable of 




molecules  known  as  fluorophores,  which  then  re‐emit  the  light  as  fluorescence  at  a  longer 




























While  the  above‐mentioned  non‐invasive  techniques  provide  detailed  structural  and  biochemical 
information, they generally offer less quantitative information related to the clinical diagnostics[105–
107].  Individually,  in  some  cases, methods  have  been  limited  by  the  lack  of  efficiency[108].  For 











fluorescence  diagnostics[115],  optical  coherence  and  diffusion  tomography[6,116],  bio‐tissue  fat 
detection,  blood  glucose,  haemoglobin  and  oxyhaemoglobin  analysis[117].  Furthermore,  devices 
combining  two  or  more  such  techniques  are  also  becoming  available  for  use  [118].  These 
combinations allow therapists and clinicians to not only receive the arithmetic sum of the diagnostic 
information that could be collected by each  individual method, but also to conduct multifunctional 
patient  examination measurements  to  identify  subtle  individual  characteristics of blood  flow  and 
tissue  metabolism  using  simultaneous  and  comprehensive  data  from  different  diagnostic 
techniques[108,119]. 
 
Figure  5.  A  simplified  block  schematic  of  the multifunctional  non‐
invasive diagnostics unit LAZMA  (LAZMA SPE). This device combines 














Research  results demonstrated  the emergence of  resonance and synchronisation of microvascular 
blood flow and oxygen saturation rhythms as an adaptive change in myogenic oscillation (vasomotion) 
























without  arteriovenous  anastomoses  was  recorded  on  volunteers  of  different  ethnic  skin  types 
including  Caucasian,  Indian,  Middle  Eastern  and  African  (with  a  range  of  melanin  content 
approximately from 1.3% to 43%). The oxygen transport in microvasculature was calculated for each 
volunteer.  The  respiration  in  tissue  was  estimated  by  the  Oxygen Metabolism  Efficiency  (OME) 
complex parameter 
  ܱܯܧ ൌ ܯ ∙ ௌ௔ைమௌ௧ைమ ∙ ܨܴܴ,  (1) 






a weakly  informative  fluorescence  spectrum was  obtained  in  the  pigmented  zone  using  the  red 
excitation  laser as a  result of  the weaker melanin absorption  in  this  region.  It was concluded  that 
dermal spectroscopy can be potentially useful in the assessment of differences in melanin content of 







The  results  also  indicate  a  defined  relationship  between NADH  and  FAD,  suggesting  its  use  as  a 
potentially very stable baseline parameter  in the calculation of complex parameters.   The complex 
approach  to  this  allows  physicians  to  receive  complementary  data  about micro‐haemodynamics, 









to cardiovascular disease  in mice.   Mice on  regular and high cholesterol diets were observed. The 
LAKK‐M optical probe was used  to make  simultaneous measurements of  collagen, elastin, NADH, 
pyridoxine,  flavins,  lipofuscin  and  β‐carotene  on  the  test  animals.  A  reduction was  observed  in 





capacity  on  live  animals[129].  Preliminary  experiments were  conducted  on mice with  adenoviral 
mediated  overexpression  of  sFlt‐1  (Ad‐sFlt‐1)  to  mimic  preeclampsia‐like symptoms  [130].  By 
measuring a number of key physiological characteristics (Im, SO2, NADH and FAD fluorescence) and 
subsequently  calculating  further  parameters  (including  the  previously  described  OME), 
microcirculatory and metabolic changes were observed after Ad‐sFlt‐1 treatment of animals, as well 




results have been obtained  in patients with diabetic  foot[85]. Skin blood microcirculation and  the 





the  patients’  endocrinological profile  noted  that  this proposed original method  could be used  to 
diagnose disorders of the microvasculature and metabolism in the lower limbs of patients at the early 
stages of the disease. 
In  recent  years,  FS  induced  by  laser  excitation  has  been  used  in  the  study  of  a wide  range  of 
diseases[12,45,100,131,132]. Development of cancer involves a series of changes, some of which can 
be probed by FS[93]. Consistent fluorescence differences have been detected between normal, pre‐
cancerous  and  cancerous  spectra[26,93,133].  However,  as  tissue  is  a  complex  medium  and 
fluorophores  are  known  to  interact  with  one  another,  diagnostic  information  from  individual 
fluorophores  can  often  be  lost[1,6].  As mentions  earlier,  tissue  refraction,  scattering  parameters 
(internal  and  surface microstructural  properties  of  biological  tissue,  level  of  blood  supply, water 
content)  and  absorption  (hemoglobin,  oxyhemoglobin  etc.)  may  significantly  affect  tissue 
fluorescence[134]. These are important quantities necessary to describe the transport and intensity 






















biochemicals  such  as  NADH  and  collagen  will  provide  details  about  urinary  bladder  tissue 
biochemistry[137–139]. Additionally, based on  the developed optical model and  further computer 
simulations, the general distribution of light within tissue can be predicted. This can be invaluable in 






Here, we  have  tried  to  reveal  the  potential  of MLNDS  at  providing  clinicians with  useful,  easily 
understandable  information on the condition of patients. Specifically, the ability to simultaneously 
record and combine a wealth of  information,  rather  than carry out many  individual analysis using 
different spectroscopic tools and technologies. While real time human measurements will always vary 
from tissue to tissue, organ to organ or person to person, such multifunctional analyses allow for the 
minimisation of errors  that  stem  from  individual use of  the described methods. A more  accurate 












condition, while wirelessly  sending  this  information  to  your  PC  and  practitioner.  Thus, wearable 
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